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RESUMO

A utilizacdo de espécies vegetais para a cura de doencas e sintomas remonta a0 comeco da civilizacao,
desde que 0 homem comecou a usar e a alterar os recursos naturais para seu proprio beneficio. Fitoterapia
sigfinica etimologicamente “terapia com plantas”, e se define como a ciéncia que pesquisa a utilizagdo
dos produtos de origem vegetal com intuito terapéutico para se precaver, suavizar ou curar um estado
patologico. Neste contexto, a fitoterapia engloba plantas medicinais, extratos e medicamentos
fitoterapicos. Diante da importancia dos extratos das plantas para o tratamento de infec¢fes, o presente
estudo teve como objetivo determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) sobre a técnica de
microdiluicdo em caldo da fase cloroférmica de Raphiodon echius frente as cepas de Candida krusei. Para
o teste de microdiluicdo em caldo, a fase cloroférmica de Raphiodon echinus apresentou CIM 50 de 256
pg/mL para as cepas do fungo. Considera-se, portanto, que o produto testado apresenta um efeito
antiflngico contra as cepas de Candida krusei.
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ABSTRACT

The use of plant species to cure diseases and symptoms dates back to the beginning of civilization, since
man began to use and alter natural resources for his own benefit. Phytotherapy etymologically means
“therapy with plants”, and is defined as the science that researches the use of products of plant origin whith
a therapeutic purpose to prevent, soften on cure a pathological state. In this context, phytotherapy
encompasses medical plants, extracts and herbal medicines. Given the the importance of plant extracts for
the treatment of infections, the present study aimed to determine the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) on the broth microdilution technique of the chloroform phase of Raphiodon echius against Candida
krusei strains. For the broth microdilution test, the chloroform phase of Raphiodon echinus showed a MIC
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50 of 256 ng/mL for the fungus strains. Therefore, the tested product is considered to have an antifungal
effect against Candida krusei strains.

Keywords: Candida krusei; Phytotherapy; Mycology.

INTRODUCAO

A utilizacdo de espécies vegetais para a cura de doengas e sintomas remonta ao
comeco da civilizacdo, desde que o homem comecou a usar e a alterar os recursos
naturais para seu proprio beneficio (DI STASI, 1996).

Fitoterapia significa etimologicamente “terapia com plantas”, e se define como
a ciéncia que pesquisa a utilizacdo dos produtos de origem vegetal com intuito
terapéutico para se precaver, suavizar ou curar um estado patologico. Neste contexto, a
fitoterapia engloba plantas medicinais, extratos e medicamentos fitoterapicos
(ROSSATO; CHAVES, 2012).

A utilizagéo de plantas no tratamento e na cura de doengas é antiga igualmente
como espécie humana, trazendo o conhecimento popular, onde possui grande
contribuicdo para divulgacdo das propriedades terapéuticas obtidas a partir do uso
dessas plantas (LUBIAN et al., 2010). Ha pouco tempo, desenvolveram estudos que
mostram a existéncia de plantas com atividades fungicidas. Os extratos e 0Oleos
essenciais extraidos de plantas tém grande potencial no controle de microrganismos
patogénicos, e muitos deles possuem acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento
micelial e a germinacdo de esporos, além da capacidade de induzir o acimulo de
fitoalexinas nas plantas nos casos de fungos fitopatogénicos (CHAVES et al., 2018).

Os fungos foram considerados pertencentes ao Reino Plantae por muito tempo,
e somente a partir de 1969, foram colocados em um grupo a parte chamado Reino
Fungi. Para distinguir os fungos dos vegetais 0s seus caracteres essenciais sdo: ndo
sintetizam clorofila, sua parede celular ndo possui celulose (com excecdo de alguns
fungos aquaticos) e ndo armazenam amido como substancia de reserva. Os fungos
possuem substancia quitinosa na parede e como fonte de reserva armazena glicogénio
por isso os assemelham as células animais (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

Leveduras do género Candida sdo frequentemente comensais humanos, mas

podem, em situagcdes que normalmente envolvem imunodebilidade, acarretar infeccéo
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conhecida como candidiase em diversos sitios anatomicos (RORIG; COLACITE;
ABEGG, 2009).

Estas micoses podem ser causadas por diferentes espécies. Candida krusei é um
exemplo das espécies de Candida que habituam ocasionar infeccdo nesses pacientes
com sistema imunoldgico enfraquecido. Essa espécie pode levar a uma doenca
sistémica, que afeta uma série de 6rgdos, tecidos ou que afeta 0 corpo humano como
um todo. Apesar de pouco conhecida, essa espécie merece énfase, pois, as taxas de
mortalidade dos pacientes que desenvolvem infeccdo sistémica por Candida
krusei ficam em torno de 70% (FARIA, 2017).

Diante da importancia dos extratos das plantas para o tratamento de infecgdes,
0 presente estudo teve como objetivo determinar a concentragdo inibitéria minima da

fase cloroférmica de Raphiodon echinus sobre cepas de Candida krusei.

MATERIAL E METODO

A fase cloroférmica de Raphiodon echinus foi cedido pela equipe da professora
Dr. Gabriela Lemos de Azevedo Maia - Univasf. Para atingir os testes farmacoldgicos,
a substancia foi solubilizada em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluida em agua destilada.

A concentracdo de DMSO foi inferior a 0,1% v / v.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A atividade antifungica foi realizada em quatro cepas selecionadas de Candida
krusei LM 08, LM 13, LM 656, LM 978. Todas as cepas de microorganismos utilizados
neste  estudo fazem parte da MICOTECA do Laboratério de
Micologia/DFP/CCS/UFPB.

A atividade antifungica foi realizada de acordo com os protocolos descritos por
Cleeland e Squires (1991), Hadacek e Greger (2000) e CSLI (2008).

As CIMs do Raphiodon echinus foram determinadas contra cepas de Candida
krusei pela técnica de microdiluigdo em caldo. Inicialmente, 100 puL de caldo de
dextrose Sabouraud foram adicionados aos pocos da placa de microdiluicdo. Em
seguida, 100 puL dos produtos da emulsdo foram dispensados nos pogos da primeira fila.
Uma razdo de duas concentragdes foram obtidas de 1024 pg / mL a 2 pg/ mL, de modo

que a primeira linha da placa encontrasse a maior concentragéo e, por ultimo, a menor
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concentragdo. Finalmente, 10 uL do in6culo foram adicionados as cavidades, onde cada
coluna de placa se referiu a uma cepa fungica, em particular.

Paralelamente, foi realizado o controle de viabilidade das cepas testadas,
juntamente com o controle de sensibilidade, essas cepas de agdo antifingica
consideradas padrdes em uso clinico (Nistatina 100 Ul / mL). Para verificar a auséncia
de interferéncia do solvente nos resultados, um controle foi colocado nas cavidades 100
uL do caldo duplamente concentrado, 100 uL. de Raphiodon echinus e 10 uL da
suspensdo foi feita.

As placas foram seladas assepticamente e incubadas a 35°C durante 24 - 48
horas. O teste foi realizado em duplicata e o resultado expresso pela média aritmética

das CIMs obtidas nos dois testes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tem-se analisado principalmente no ambiente hospitalar, o aumento de
infecgcdes por Candida spp resistentes a antifungicos. Esta resisténcia tem alta taxa de
inviabilidade na terapéutica contra essa infeccdo (VANDEPUTTE et al., 2005). O uso
descomunal destes farmacos propicia 0 aparecimento de leveduras resistentes,
principalmente em pacientes imunossuprimidos, expostos a infeccdes frequentes
(ALVES et al., 2006).

Deste modo, ha obrigacdo do desenvolvimento de novos farmacos de maior
eficacia, entre as possibilidades, tém a utilizacdo de fitoterapicos como tratamento
alternativo (ANDRADE et al., 2012). O estudo de plantas com propriedades
terapéuticas, envolvendo aquelas com atividade antimicrobiana tem evoluido bastante,
ndo apenas por compor um recurso terapéutico alternativo, mas pelas perspectivas de
isolar substancias que apresentem eficécia significativa e menor indice de desvantagens
(REDO; RIOS; VILLAR, 1989).

Os resultados da CIM (Concentracdo Inibitoria Minima) de Raphiodon echinus
contra as cepas de Candida krusei sdo mostradas na Tabela 1. Para o teste de
microdiluicdo em caldo, a fase cloroférmica de Raphiodon echinus apresentou CIM50

de 256 pg/mL, para as cepas do fungo.

Tabela 1 - Atividade antifingica para determinacéo da CIM da fase cloroférmica do Raphiodon

echinus contra cepas de Candida krusei.
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Substancia/cepa Candida Candida Candida Candida

krusei krusei krusei krusei
LM 08 LM 13 LM 656 LM 978
1024 pg/mL + + + +
512 pg/mL + - + +
256 pg/mL - - + +
128 pg/mL - - - -
64 pg/mL - - - -
32 pg/mL - - - -
16 pg/mL - - - -
Controle + + + +
Positivo
Controle - - - -
Negativo

(-) Nenhuma inibigdo (+) Inibicéo

Fonte: Autoria prépria (2022)

Sartoratto et al. (2004) sugerem que uma atividade antimicrobiana ¢é classificada
como forte quando possuem CIM de até 500 pg/mL, moderada para CIM de 600 a
1500 pg/mL e fraca para CIM acima de 1500 pg/mL.

Sendo assim, de acordo com os resultados da fase cloroformica de Raphiodon
echinus, pode ser considerada como forte inibidor frente as cepas Candida krusei.

Um numero suficiente de produtos vegetais da regido Nordeste expde
substancias com atividade antifungica sobre leveduras de Candida, podendo operar
seletivamente sobre estes microrganismos (MINAMI; OLIVEIRA, 1986; MICHELIN
et al., 2005).

A familia botanica Lamiaceae, € composta por diferentes espécies de plantas
com importancia econdmica e medicinal. Possui como caracteristica principal, seu
aroma bastante definido e facil de distinguir. Sua utilizacdo comercial é ressaltante, para
a industria farmacéutica e cosmética. Sendo usadas para extracdo de Oleos e chas, é
utilizada na culinaria, e na aromoterapia (TRINDADE et al., 2016). Muitas espécies da
familia, em particular as do género Hyptis, sdo endémicas do semiarido nordestino e
exibem ampla variabilidade de metabdlitos secundarios, com énfase para os 0Oleos

essenciais, que tém grande valor junto a diferentes comunidades devido as suas

40



propriedades terapéuticas (OLIVEIRA, 2011). Outro representante da familia
Lamiaceae na Caatinga € o género Rhaphiodon, constituido por uma Unica espécie, a
Rhaphiodon echinus, considerada como caracteristica dessa regido (DIAS; KIILL,
2007).

Compreendendo o valor do género Rhapiodon e a escassez de estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos optamos pelo estudo da fase cloroférmica de

Rhaphiodon echinus, tendendo contribuir com estudos fitoterapicos das mesmas.

CONCLUSAO

Devido a analise dos resultados, pode-se observar a consideravel atividade
antifungica Raphiodon echinus frente as cepas da espécie Candida krusei, onde o
produto natural testado apresentou um forte efeito antifingico diante das cepas de
origem clinica. Desse modo, é possivel a utilizacdo desta substancia para futuros
tratamentos das doengas causadas pelas leveduras de Candida krusei. Destacando a

necessidade de mais estudos para detalhar esta atividade farmacoldgica.
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